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The cover photo is taken using correlative fluorescence-Raman microscopy and displays a 
Mytilus edulis larva that has begun the process of shell deposition, during the trochophore 
stage. The calcein labelled larval shell is visible as two fluorescent valves. 
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Summary 
The mollusc shell is a composite biomineral consisting of calcium carbonate and an 
associated organic matrix. Biomineralisation in molluscs begins during early ontogenetic 
development, where larval calcification is characterized by rapid rates of mineral deposition. 
Despite these rapid rates of early calcification, no information exists on the mechanistic basis 
of larval shell formation. In this thesis, I use polarized light microscopy, in vivo confocal 
Raman microscopy as well as Fourier transform infrared spectroscopy to investigate the 
composition of the first larval shell (Prodissoconch I, PD I) in Mytilus edulis larvae. No 
evidence for amorphous calcium carbonate (ACC) precursor phases is detected from the 
onset of shell formation to the completion of the PD I shell. Subsequent analyses of larval 
shell composition in three other bivalve species, Mercenaria mercenaria, Crassostrea gigas 
and Crassostrea virginica reveals the absence of ACC precursor phases in all three species. 
These results suggest that the current perception that ACC is a precursor phase to aragonite 
during bivalve larval calcification requires critical reconsideration. 
Anthropogenic rise in seawater acidification resulting from increases in atmospheric CO2 is 
associated with reduced carbonate concentrations. This process of seawater acidification has 
negative impacts on bivalve growth, calcification and survival during ontogeny consequently 
creating bottlenecks during larval development. Ion-selective microelectrode measurements 
reveal alkaline conditions with respect to ambient seawater pH by 0.18 pH units and higher 
carbonate (14 μmol kg-1) and calcium concentrations (by 0.1 mM kg-1) in the space beneath 
the growing shell. This promotes the rapid synthesis of shell carbonates, as the saturation 
state of aragonite (Ωarag) is elevated. Microelectrode measurements in the calcification space 
of larvae exposed to acidified seawater reveal a significant drop in pH, carbonate and Ωarag 
that can partially explain observations of decreased shell growth. The ability to elevate pH at 
the site of calcification in M. edulis larvae above that of seawater is exhausted between 
1500–2000 µatm. While Ωarag reaches undersaturation at 999.5 µatm, shell dissolution is only 
observed at extreme pCO2 (2000 and 2500 µatm), indicating that M. edulis larvae may be 
able to modify the composition of their shell organic matrix to counteract dissolution. These 
results illustrate the limited physiological capacity of M. edulis larvae to counter changes in 
seawater chemistry.  
The Baltic Sea is characterized by a decreasing salinity gradient from the Kattegat transition 
zone to the eastern basins. This reduction in salinity from west to east is accompanied by 
reduced seawater calcium ion concentrations. In order to investigate the interplay between M. 
edulis larval calcification and seawater calcium, microsensor measurements in the 
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calcification space of M. edulis larvae reared at a range of calcium concentrations are 
performed. These measurements reveal that calcium dynamics in the calcification space are 
strongly linked to seawater calcium concentrations. Further, at particularly low concentrations 
of seawater calcium, larvae have a very limited capacity to enrich calcium in the calcification 
space (by 0.03-0.06 mM) to delay mineral dissolution. PD I larval calcification is highly 
dependent on seawater calcium availability. M. edulis larvae exhibit delays in larval 
development and incomplete PD I formation at low calcium concentrations (<2 mM). 
Therefore, projected climate change induced patterns of desalination in the Baltic Sea may 
lead to a westward shift in M. edulis populations due to impaired PD I calcification 
performance. 
Finally, in this thesis, I aimed to identify putative membrane bound ion transport proteins that 
support the rapid rates of larval calcification. I utilized a substrate limited approach (CT 
reductions by ca. 51%) to investigate transcriptomic responses of proteins taking part in the 
translocation of calcification substrates, calcium and bicarbonate. Drastic reductions in CT 
induced differential expression of only 53 out of 29,177 TRINITY genes. Among this small 
subset of genes, the differential expression of one anion transport protein (SLC26 family) and 
several proteins with previously demonstrated association to mammalian calcification 
processes is observed. The SLC26 candidate (upregulated 2.3-2.9 fold during shell 
formation) is similar to mammalian SLC26 isoforms that transport chloride, sulphate and 
bicarbonate. Further, developmental expression profiles for several ion transport proteins are 
examined and correlated with larval calcification. In particular, the elevated expression of 
proteins involved in bicarbonate transport (anion exchangers, sodium bicarbonate 
transporters, SLC4 and SLC26 families) and calcium transport (sarco/endoplasmic reticulum 
calcium ATPases, sodium/calcium exchangers, calcium channels) suggests a model for 
cellular pathways involved in ion transport during M. edulis larval calcification. Further 
characterization of ion transport – candidate genes identified in this study using heterologous 
expression and electrophysiological techniques, as well as knock - down techniques (RNAi) is 
necessary to understand precise substrate transport mechanisms. 
In conclusion, in vivo techniques provide no evidence for ACC precursors in bivalve larvae 
and M. edulis larvae are observed to secrete crystalline shells at the trochophore stage. 
Further, M. edulis larvae express a suite of membrane-bound ion transport proteins for acid-
base regulation and calcification relevant substrate transport during larval development. The 
activity of these ion transport proteins also likely provides M. edulis larvae with the capacity to 
modify the carbonate chemistry at the site of mineral deposition, which consequently 
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promotes calcification by the elevation of Ωarag. The physiological capacity to modify the 
abiotic conditions of the calcification space defines organismal vulnerability to unfavourable 
conditions such as ocean acidification and desalination. 
Evidence for adaptation potential in M. edulis is observed, where populations originating from 
habitats experiencing natural fluctuations in pCO2 exhibit differential sensitivity to simulated 
ocean acidification compared to populations from less variable environments (Thomsen et al 
2017a). However, coastal habitats that experience upwelling and consequent fluctuations in 
carbonate chemistry are projected to experience the most dramatic increases in seawater 
pCO2 (Melzner et al 2013). Consequently, further experiments should aim to investigate 
potential rates of adaptation in the early larval calcification performance and the plasticity of 
larval shell stability. 
Zusammenfassung 
Die Schale von Mollusken ist ein zusammengesetztes Biomineral, bestehend aus dem 
Mineral Calciumcarbonat und einer damit assoziierten organischen Matrix. Die 
Biomineralisation von Mollusken beginnt während der frühen ontogenetischen Entwicklung, 
wo die larvale Kalzifizierung durch hohe Ablagerungsraten von Mineralien gekennzeichnet ist. 
Trotz dieser hohen Kalzifizierungsraten in frühen Stadien gibt es keine Angaben über die 
mechanistische Grundlage larvaler Schalenbildung. In der vorliegenden Arbeit verwende ich 
polarisierte Lichtmikroskopie, in vivo konfokale Raman-Mikroskopie sowie Fourier-
Transformations-Infrarotspektroskopie, um die Zusammensetzung von frühen larvalen 
Schalen (Prodissoconch I, PD I) von Mytilus edulis Larven zu erforschen. Es besteht kein 
Nachweis für amorphe Calciumcarbonat (ACC)-Vorläuferphasen vom Beginn der 
Schalenbildung bis zur Vollendung der PD I Schale. Folgende Analysen von larvaler 
Schalenzusammensetzung in drei anderen Muschelarten, Mercenaria mercenaria, 
Crassostrea gigas und Crassostrea virginica, zeigen das Fehlen von ACC-Vorläuferphasen in 
allen drei Arten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die derzeitige Auffassung, ACC 
sei eine Vorläuferphase von Aragonit während der larvalen Muschelkalzifizierung, einer 
kritischen Nachprüfung bedarf. 
Der anthropogene Anstieg der Meerwasserversauerung, aufgrund von zunehmendem CO2 in 
der Atmosphäre, geht einher mit verminderten Carbonatkonzentrationen. Dieser Prozess der 
Meerwasserversauerung hat einen negativen Einfluss auf das Wachstum, die Kalzifizierung 
und das Überleben von Muscheln während der Ontogenese, was zu Engpässen während der 
Larvenentwicklung führt. Ionenselektive Mikroelektrodenmessungen zeigen, dass in Bezug 
zu Meerwasser in dem Bereich unter der wachsenden Schale alkalische Bedingungen mit 
einem um 0,18 Einheiten erhöhten pH-Wert sowie höhere Carbonat- (14 µmol kg-1) und 
Calciumkonzentrationen (um 0,1 mM kg-1) herrschen. Dies fördert eine schnelle Synthese 
von Schalencarbonaten, da der Sättigungsgrad von Aragonit (Ωarag) erhöht ist. 
Mikroelektrodenmessungen im Kalzifizierungsbereich von Larven, die 
Meerwasserversauerung ausgesetzt sind, zeigen eine signifikante Verminderung des pH-
Wertes, des Carbonats und Ωarag, was zum Teil die Beobachtungen von reduziertem 
Schalenwachstum erklärt. Die Fähigkeit, den pH-Wert an der Kalzifizierungsstelle in M. edulis 
Larven über den des Meerwassers zu erhöhen, ist zwischen 1500-2000 µatm erschöpft. 
Während Ωarag bei 999,5 µatm eine Untersättigung erreicht, wird eine Auflösung der Schale 
erst bei extremen pCO2-Werten (2000 und 2500 µatm) beobachtet, was darauf hinweist, dass 
M. edulis Larven möglicherweise in der Lage sind, die Zusammensetzung der organischen 
 
 
 
Matrix ihrer Schale zu verändern, um einer Auflösung entgegen zu wirken. Diese Ergebnisse 
zeigen die eingeschränkte physiologische Kapazität von M. edulis Larven, Veränderungen 
der Meerwasserchemie entgegen zu wirken. Die Ostsee ist gekennzeichnet durch einen 
abnehmenden Salzgehaltsgradienten von der Kattegat-Übergangszone bis zu den östlichen 
Becken. Diese Verminderung des Salzgehaltes von Westen nach Osten wird begleitet von 
Verringerungen von Calcium im Meerwasser. Um die Zusammenwirkung von Kalzifizierung in 
M. edulis Larven und Calciumgehalt im Meerwasser zu untersuchen, wurden 
Mikrosensormessungen im larvalen Kalzifizierungsbereich von M. edulis Larven in 
verschiedenen Calciumkonzentrationen durchgeführt. Diese Messungen zeigen, dass 
Calcium-Dynamiken im Kalzifizierungsbereich stark mit Meerwasser-Calciumkonzentrationen 
gekoppelt sind. Des Weiteren haben Larven bei besonders niedrigen Konzentrationen von 
Calcium im Meerwasser eine sehr begrenzte Kapazität, Calcium im Kalzifizierungsbereich 
anzureichern, um eine Auflösung der Mineralien hinauszuzögern. Larvale PD I-Kalzifizierung 
ist stark von der Verfügbarkeit von Calcium im Meerwasser abhängig, wobei M. edulis Larven 
Verzögerungen in der Larvenentwicklung und unvollständiges PD I-Wachstum bei niedrigen 
Calciumkonzentrationen (<2 mM) aufweisen. Daher könnte eine vom Klimawandel 
herbeigeführte Entsalzung in der Ostsee zu einer Verlagerung von M. edulis Beständen in 
Richtung Westen führen, bedingt durch eine beeinträchtigte PD I-Kalzifizierungsleistung. 
In dieser Arbeit wurde ein substratlimitierten Ansatz (CT-Reduzierungen von ca. 51%) zur 
Untersuchung von transkriptomischen Reaktionen in M. edulis Larven verwendet, um 
vermeintliche membrangebundene Ionentransportproteine zu identifizieren, die die hohen 
larvalen Kalzifizierungsraten fördern, indem sie bei der Translokation von 
Kalzifizierungssubstraten mitwirken. Drastische Verminderungen von CT riefen eine 
differentielle Expression von nur 53 von insgesamt 29 177 Genen hervor. Aus dieser kleinen 
Untergruppe von Genen sind ein Anionentransportprotein (SLC26 Familie der 
Anionentransporter) und mehrere Proteine mit bereits nachgewiesener Verbindung zu 
Kalzifizierungsprozessen bei Säugetieren differentiell exprimiert. Der SLC26-Kandidat (2,3 – 
2,9)-fach hochreguliert während der Schalenbildung) ist ähnlich den SLC26 Isoformen von 
Säugetieren, welche Chlorid, Sulfat und Bicarbonat transportieren. Weiterhin wurden die 
Expressionsprofile während der Entwicklung für mehrere Ionentransportproteine untersucht 
und mit der Kalzifizierung von Larven korreliert. Insbesondere die erhöhte Expression von 
Proteinen, die im Bicarbonat-Transport (Anionenaustauscher, Natriumbicarbonat-Transporter, 
SLC4 und SLC26 Familien) und im Calcium-Transport (sarko/endoplasmatisches Retikulum-
Calcium-ATPasen, Natrium-/Calcium-Austauscher, Calciumkanäle) involviert sind, lässt auf 
 
 
 
zelluläre Signalwege während des Ionentransports bei der Kalzifizierung von M. edulis 
Larven schließen. Eine weitere Charakterisierung von Ionentransport-Kandidatengenen, die 
in dieser Studie identifiziert wurden, unter Verwendung von heterologer Expression und 
elektrophysiologischer sowie Knock-down-Techniken (RNAi), ist notwendig, um die genauen 
Substrattransportmechanismen zu verstehen. Zusammenfassend liefern in vivo Techniken 
keine Hinweise auf ACC-Vorläuferphasen in Muschellarven. Darüber hinaus bilden M. edulis 
Trochophoralarven kristalline Schalen ab dem Beginn der Kalzifizierung. Weiterhin 
exprimieren M. edulis Larven eine Gruppe von membrangebundenen 
Ionentransportproteinen zur Säure-Base-Regulierung und zum kalzifizierungsrelevanten 
Substrattransport während der Larvenentwicklung. Die Aktivität dieser Ionentransportproteine 
ermöglicht es M. edulis wahrscheinlich auch die Carbonatchemie an Stellen der 
Mineralablagerung zu verändern, welche durch Erhöhung des Ωarag die Kalzifizierung fördert. 
Die physiologische Kapazität, die abiotischen Bedingungen im Kalzifizierungsbereich zu 
verändern, bestimmt die Anfälligkeit von Organismen gegenüber ungünstigen Bedingungen, 
wie zum Beispiel Ozeanversauerung und eine niedrige Calciumverfügbarkeit im Meerwasser. 
Hinweise auf ein Anpassungspotential von M. edulis wurden festgestellt, wobei Populationen 
aus Gebieten mit natürlichen pCO2-Schwankungen anders auf simulierte Ozeanversauerung 
reagieren als Populationen aus weniger variablen Umgebungen (Thomsen et al 2017a). 
Küstengebiete, die von Tiefenwasserauftrieb und daraus folgenden pCO2-Schwankungen 
betroffen sind, werden jedoch in Zukunft den drastischsten Anstieg von pCO2 im Meerwasser 
erfahren (Melzner et al 2013). Daher sollten sich zukünftige Experimente mit der Erforschung 
von möglichen Anpassungsraten der Kalzifizierungsleistung im frühen Larvenstadium und der 
Plastizität der Schalenstabilität von Larven beschäftigen. 
 
